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RESUMO 
Introdução: nos últimos 25 anos tem persistido a dúvida sobre um possível declínio da 
qualidade seminal dos homens ao redor do mundo e possíveis consequências para a espécie 
humana. Algumas revisões da literatura identificaram piora dos parâmetros seminais ao longo 
do tempo, entretanto, sua metodologia de análise foi motivo de críticas no meio acadêmico. 
Não identificamos dados de análise em um longo período de tempo dos parâmetros seminais 
de homens brasileiros. Objetivos: investigar os parâmetros seminais de homens brasileiros 
submetidos a investigação por infertilidade conjugal nos últimos 27 anos. Métodos: análise 
retrospectiva dos espermogramas realizados na Universidade Estadual de Campinas entre 
janeiro de 1989 e dezembro de 2016. A população em estudo foi composta por todos os 
parceiros masculinos de casais admitidos para investigação de infertilidade conjugal. 
Amostras de homens sabidamente portadores de alguma condição deletéria à qualidade 
seminal, amostras utilizadas para realização de fertilização in vitro ou inseminação 
intrauterina e amostras produzidas por doadores voluntários de sêmen foram excluídas da 
análise. As variáveis dependentes foram a concentração de espermatozoides (SC), a 
porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva (PM), a porcentagem de 
espermatozoides com morfologia normal (NM) e a concentração de espermatozoides após o 
processamento seminal (SCA). A variável independente foi o ano de coleta do espermograma 
categorizado em cinco grupos: ≤ 1995; 1996-2000; 2001-2005; 2006-2010; > 2010. Foram 
consideradas como variáveis de controle a idade do homem à coleta da amostra e os demais 
parâmetros do espermograma. A análise bivariada foi realizada através dos testes de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney. A análise multivariada foi realizada através de modelos lineares 
generalizados. Resultados: foram analisadas 18902 amostras produzidas por 9495 homens 
avaliados por infertilidade conjugal entre 03/01/1989 e 12/12/2016. A média de amostras 
colhidas por sujeito foi de 1,99 (±0,73). A mediana de amostras colhidas foi dois. Durante 
todo o período estudado, a média de idade dos homens foi de 32,92 (±6,54) e a mediana foi de 
32,30 anos (variação 18,10 – 67,42). Para 8562 amostras também havia dados sobre o 
processamento seminal realizado através do método de swim-up.  A SC média caiu de 86,42 
milhões/ml no período anterior a 1995 para 48,32 milhões/ml no período posterior a 2010 
(p<0,001). A PM média caiu de 47,6% no período anterior a 1995 para 35,9% no período 
posterior a 2010 (p<0,001). A NM média caiu de 37,1% no período anterior a 1995 para 3,7% 
no período posterior a 2010 (p<0,001). A SCA média caiu de 11,38 milhões/ml no período 
anterior a 2000 para 5,64 milhões/ml no período posterior a 2010 (p<0,001). Os modelos 
lineares generalizados de análise múltipla confirmaram a associação independente entre o ano 
de coleta do espermograma e a SC (β = -0,03; p <0,001), a PM (β = -0,01; p <0,001), a NM (β 
= -0,09; p <0,001) e a SCA (β = -0,03; p <0,001). Conclusões: nos últimos 27 anos houve um 
declínio na concentração de espermatozoides, na porcentagem de espermatozoides com 
motilidade progressiva, na porcentagem de espermatozoides com morfologia normal e na 
concentração de espermatozoides após o processamento seminal em homens brasileiros 
investigados por infertilidade conjugal. Estes dados alertam para a necessidade de elucidação 
dos possíveis fatores causadores dessa queda na qualidade seminal.   
 
Palavras-chave: Contagem de Espermatozoides; Espermatozoides; Infertilidade Masculina; 
Epidemiologia; Disruptores Endócrinos. 
  
ABSTRACT 
Introduction: in the last 25 years, there have been questions about a possible decline in the 
seminal quality of men around the world and its possible consequences for the human species. 
Some reviews of the literature have identified a worsening of the seminal parameters over 
time, however, its methodology has been criticized. To our knowledge, there are no long-term 
data on the seminal parameters of Brazilian men. Objectives: to investigate the trends in 
seminal parameter values among Brazilian men who have undergone infertility testing over 
the last 27 years. Methods: Retrospective analysis of spermograms performed at the 
University of Campinas in Brazil, between January 1989 and December 2016. The study 
population consisted of all male partners of couples admitted for infertility testing. Samples 
from men known to have conditions deleterious to seminal quality such as varicocele or 
vasectomy reversal, samples used for in vitro fertilization or intrauterine insemination, and 
samples produced by voluntary semen donors were excluded from the analysis. The 
concentration of spermatozoa (SC), percentage of spermatozoa with progressive motility 
(PM), percentage of spermatozoa with normal morphology (NM), and sperm concentration 
after seminal processing (SCA) were considered dependent variables. The independent 
variable was the year of collection of the sample categorized into five groups: ≤ 1995; 1996-
2000; 2001-2005; 2006-2010; > 2010. The age of the man at sample collection and other 
parameters of the spermogram were considered as control variables. Bivariate analysis was 
performed using the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests. Multivariate analysis was 
performed using generalized linear models. Results: 18902 samples produced by 9495 men 
evaluated for infertility between 01/03/1989 and 12/12/2016 were analyzed. The mean 
number of samples collected per subject was 1.99 (±0.73). The median number of samples per 
subject was 2. Throughout the study period, the mean age of men was 32.92 (±6,54) and the 
median was 32.30 years (range 18.10 - 67.42). For 8562 samples, there was also data on 
seminal processing performed through the swim-up method. The mean SC decreased from 
86.42 million/ml in the period prior to 1995 to 48.32 million/ml in the period after 2010 (p < 
0.001). The mean PM decreased from 47.6% in the period before 1995 to 35.9% in the period 
after 2010 (p < 0.001). The mean NM decreased from 37.1% in the period prior to 1995 to 
3.7% in the period after 2010 (p < 0.001). The mean SCA decreased from 11.38 million/ml in 
the period prior to 2000 to 5.64 million/ml in the period after 2010 (p < 0,001). Generalized 
linear models confirmed the independent association between the sample year of collection 
and SC (β = –0.03; p<0.001), PM (β = –0.01; p<0.001), NM (β = –0.09; p<0.001), and SCA 
(β = –0.03; p<0.001). Conclusion: in the last 27 years, there has been a decline in sperm 
concentration, percentage of spermatozoa with progressive motility, percentage of 
spermatozoa with normal morphology and sperm concentration after semen processing in 
Brazilian men investigated for infertility. Further studies are needed to elucidate the causes of 
this decline in seminal quality. 
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A fertilidade é a capacidade de se gerar descendentes viáveis. Alguns autores 
definem como fertilidade normal a capacidade de se obter uma concepção espontânea em até 
12 ciclos subsequentes, ou seja, casais férteis seriam capazes de engravidar em até um ano de 
relações sexuais regulares e desprotegidas de anticoncepcionais (1). Dentre os casais férteis, 
cerca de 75% conseguem engravidar nos primeiros 3 meses de tentativas e 80% no primeiro 
semestre de tentativas (2). 
A infertilidade, por sua vez, se caracteriza pela falha na obtenção de uma gestação 
bem-sucedida após um ano de relações sexuais frequentes, regulares e sem o uso de 
anticonceptivos por casais em idade fértil (3). A infertilidade foi reconhecida em 2012 pela 
Organização Mundial da Saúde (OMS) como uma doença podendo gerar consequências 
físicas e psicológicas, como depressão, sofrimento psicológico, estagnação social e favorecer 
o aparecimento de outras doenças tanto em mulheres quanto em homens (2). Estima-se que 
entre 8% a 15% dos casais que desejam uma gravidez sofrem de infertilidade, podendo esta 
ser causada por diversos fatores femininos ou masculinos (2). 
As causas mais comuns de infertilidade são baixa reserva ovariana; disfunção 
ovulatória; fatores relacionados à anatomia uterina; fatores tuboperitoniais; fatores 
masculinos, incluindo problemas na concentração, morfologia e/ou motilidade dos 
espermatozoides; e infertilidade sem causa aparente. O diagnóstico preciso do fator 
responsável pela infertilidade é de grande importância uma vez que o tratamento depende 
diretamente deste (3). 
Em casos de melhor prognóstico, como a infertilidade decorrente de disfunção 
ovulatória, podem ser indicadas técnicas de reprodução assistida de baixa complexidade como 
o coito programado (CP) e a inseminação intrauterina (IIU). No coito programado é realizado 
controle ultrassonográfico do crescimento folicular, estimando-se o momento da ovulação 
para orientar o casal sobre o período ideal para manter relações sexuais (4). Já a IIU consiste 
basicamente em uma técnica de aproximação de gametas, com o objetivo de facilitar a 
chegada dos espermatozoides às tubas uterinas no momento oportuno após a ovulação. Para 
tanto pode ser utilizada estimulação medicamentosa dos ovários e controle ultrassonográfico 
da ovulação (4, 5). Estas técnicas não demandam procedimentos cirúrgicos ou manipulação 
de embriões, o que contribui para um menor custo final (4-6). Em casos de infertilidade 
decorrente de fatores de pior prognóstico são indicadas técnicas de reprodução assistida de 




folículos ovarianos contendo os ovócitos e a fertilização do óvulo pelo espermatozoide é 
realizada no laboratório. O embrião resultante do procedimento é mantido em incubação 
geralmente até o 3º-5º de desenvolvimento para posterior transferência para o útero materno. 
Portanto são necessários técnicas, equipamentos e ambientes mais elaborados, agregando 
maior custo para o procedimento (4). 
Cerca de 20% dos casos inférteis têm como causa única o fator masculino, e de 
30% a 40% possuem ao menos um fator masculino associado (7). Muitos são os fatores 
relacionados ao homem que podem levar a infertilidade conjugal, como alterações na 
motilidade, morfologia ou concentração dos espermatozoides. O espermograma é o exame de 
escolha para diagnosticar essas alterações(8). É realizado após coleta do sêmen por 
masturbação em frasco estéril e análise de parâmetros macroscópicos, como volume de sêmen 
ejaculado, viscosidade e pH. Posteriormente são analisados os parâmetros microscópicos 
como concentração de espermatozoides por mililitro de ejaculado, grau de motilidade dos 
espermatozoides, além da avaliação de sua vitalidade e morfologia (6). Segundo o último 
consenso da OMS são considerados normais amostras de sêmen com: volume ≥ 1,5 ml, 
concentração de espermatozoides ≥ 15 milhões/ml; número total de espermatozoides ≥ 39 
milhões; porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva ≥ 32%; porcentagem 
de espermatozoides com motilidade total ≥ 40%; porcentagem de espermatozoides vivos ≥ 
58% e porcentagem de espermatozoides com morfologia normal ≥ 4% (6). Resultados fora 
desses padrões poderiam causar infertilidade conjugal. 
O processamento seminal é um passo essencial na preparação do sêmen para as 
técnicas de reprodução assistida. Seu objetivo é retirar do sêmen as células não germinativas 
e as substâncias contidas no plasma que podem prejudicar a fecundação, como os radicais 
livres (6). Realiza-se por meio de lavagens com meio de cultura associada a ciclos de 
centrifugação e capacitação dos espermatozoides, evento que in vivo seria realizado 
principalmente pelo muco vaginal (9).  
De acordo com a OMS, o processamento seminal pode ser realizado por três 
diferentes métodos (6). A escolha por um desses métodos deve ser feita considerando as 
características da amostra analisada (10). A lavagem simples é a técnica mais barata, de 
menor complexidade, porém menos eficaz e, portanto, sugerida apenas a pacientes com 
parâmetros espermáticos superiores aos limites indicados; trata-se de duas lavagens do sêmen 
seguidas de centrifugação (6). A técnica do gradiente descontínuo de densidade promove a 




complexidade, porém possivelmente apresenta melhores resultados, uma vez que a separação 
dos espermatozoides ocorre de maneira mais fina, obtendo desta forma uma maior 
porcentagem de espermatozoides de melhor qualidade (6). A técnica de swim-up é uma 
técnica barata, com bom custo/benefício e de fácil execução e por isso é também amplamente 
utilizada (11). O sêmen, após passar pelos dois ciclos de lavagem e centrifugação, é colocado 
no fundo de um tubo de ensaio contendo meio de cultura e este tudo é mantido inclinado a 45º 
por uma hora. Os espermatozoides mais aptos se locomovem pelo meio de cultura até a 
porção superior do tubo, promovendo desta forma uma seleção dos melhores gametas (6). 
Uma questão controversa e discutível é se a qualidade seminal vem se mantendo 
estável ou se está decaindo ao longo dos anos. Esta discussão não é recente. Em 1992, Carlsen 
e colaboradores publicaram uma revisão sistemática com metanálise intitulada “Evidência de 
queda de qualidade seminal durante os últimos 50 anos”. Nesta metanálise foram incluídos 61 
estudos com a conclusão de que havia ocorrido uma queda de quase 50% na média de 
concentração de espermatozoides no sêmen, que era de 113 milhões/mL em 1940 e passou a 
ser de 66 milhões/mL em 1990. Os autores sugeriram que as possíveis causas para esse 
declínio seriam relacionadas a compostos com atividade semelhante ao estrogênio presentes 
em poluentes ambientais como pesticidas ou herbicidas, conhecidos também como 
“disruptores endócrinos”. Esta revisão teve amplo impacto na mídia leiga, além de ter sido 
citado em mais de 1000 artigos científicos sobre o assunto (12). Entretanto, a revisão de 
Carlsen e colaboradores apresenta várias limitações que enfraquecem suas conclusões e que 
merecem destaque: houve uma grande variabilidade de métodos e protocolos usados para a 
coleta do sêmen e análise do material entre os 61 estudos incluídos; não houve controle do 
período de abstinência entre os sujeitos incluídos nos estudos; não houve controle sobre 
fatores relacionados ao estilo de vida, como tabagismo e uso de outras drogas recreacionais; 
não inclusão de estudos que estavam disponíveis no período da realização da revisão e que 
não mostravam queda na qualidade seminal; não houve controle da variação geográfica entre 
os estudos; o modelo de análise estatística utilizado não era o mais adequado devido à 
distribuição não uniforme dos dados (13). 
Em 2008, Fisch e colaboradores publicaram uma outra revisão de estudos sobre 
o mesmo tema. Nesta revisão, os autores identificaram seis estudos que reportaram declínio 
em um ou mais parâmetros seminais. O número de homens combinados nestes seis estudos 
foi de 9.215. Entretanto, no mesmo período, os autores identificaram outros dezesseis 




homens combinados nestes dezesseis estudos foi de 103.313 (13). Estes resultados 
significaram um forte contraponto à hipótese de que estaria ocorrendo um declínio nos 
parâmetros de qualidade seminal ao redor do mundo (13). 
Alguns anos depois, em 2011 e 2012, foram publicados dados de 4.867 homens 
dinamarqueses com mediana de idade de 19 anos, que colheram espermogramas ao entrar no 
serviço militar entre os anos de 1996 e 2010. Durante os 15 anos de observações a mediana da 
concentração espermática aumentou de 43 para 48 milhões/mL (p=0,02) e a contagem total de 
espermatozoides aumentou de 132 para 151 milhões/mL (p=0,001). A porcentagem de 
espermatozoides móveis e com morfologia normal não mudou durante o período de estudo (14-
16). Estes resultados também se contrapuseram à hipótese da queda global da qualidade 
seminal. 
Mais recentemente, algumas publicações com boa consistência metodológica, 
voltaram a relatar queda nos parâmetros seminais de diferentes populações. Em 2013, Rolland 
e colaboradores publicaram estudo com base em dados de uma população francesa de 26.609 
parceiros de mulheres com infertilidade de causa tubária. Os espermogramas haviam sido 
colhidos no período de 1989 a 2005. Durante o período do estudo houve uma queda 
significativa e contínua de 32,2% na concentração espermática. As projeções realizadas 
estimaram que a concentração espermática média em um homem de 35 anos foi de 73,6 
milhões/mL em 1989 para 49,9 milhões/mL em 2005 (17). 
Em 2016, Centola e colaboradores analisaram os parâmetros seminais de adultos 
jovens doadores de sêmen em Boston – EUA. Um total de 489 homens e 9425 amostras 
seminais foram incluídas na análise. Durante o período de 2003 a 2013 observou-se queda 
significativa na concentração espermática, motilidade total e número total de espermatozoides 
no sêmen (18). Em janeiro de 2017, Huang e colaboradores publicaram estudo retrospectivo 
com 30.636 chineses que se candidataram a ser doadores de esperma entre 2001 e 2015. 
Alguns parâmetros seminais apresentaram tendência de queda no período analisado. A 
concentração de espermatozoides caiu de 68 milhões/mL para 47 milhões/mL e a 
porcentagem de espermatozoides com morfologia normal passou de 31,8% para 10,8%. A 
média de espermatozoides com motilidade progressiva caiu de 34 milhões para 21 milhões 
por amostra no período estudado. Com isso, a porcentagem de sujeitos considerados aptos a 
serem doadores caiu de 55,78% em 2001 para 17,8% em 2015 (19). Ainda em 2017, Sengupta 
e colaboradores realizaram uma revisão sistemática identificando 54 estudos conduzidos em 




queda de 32,5% na concentração de espermatozoides entre os 83710 indivíduos estudados 
(20). A publicação desses quatro últimos estudos voltou a colocar a hipótese de uma possível 
queda na qualidade dos parâmetros seminais sob evidência.  
No Brasil, há poucos estudos que avaliaram as tendências de qualidade dos 
parâmetros seminais. Em 2010, Glina e colaboradores publicaram os resultados da análise das 
características seminais de doadores de sêmen na cidade de São Paulo no período de 1992 a 
2003. Foram incluídos 182 doadores de um único banco de sêmen, com média etária de 30,8 
anos. O modelo estatístico final encontrou uma queda na concentração e na porcentagem de 
espermatozoides com morfologia normal no período de 1992 a 2003 (21). Em 2015, Borges Jr e 
colaboradores analisaram a contagem de espermatozoides, a motilidade e a morfologia de 2300 
amostras de sêmen produzidas por homens submetidos a análise seminal convencional em dois 
períodos distintos. Entre 2000 e 2002 foram analisadas 764 amostras; entre 2010 e 2012 foram 
analisadas 1536 amostras. A concentração média de espermatozoides no sêmen no período de 
2000-2002 foi de 61,7 milhões/mL e no período de 2010-2012 foi de 26,7 milhões/mL. Essa 
queda foi estatisticamente significativa. Os autores também observaram uma queda significativa 
na porcentagem de espermatozoides com morfologia normal, que passou de 4,6% no período de 
2000-2002 para 2,7% no período de 2010-2012. Além disso, observou-se também um aumento 
significativo na porcentagem de homens com oligozoospermia e azoospermia (22). 
Apesar dos avanços nas técnicas laboratoriais, com testes mais sofisticados para 
avaliação funcional dos espermatozoides, a análise seminal através do espermograma 
continua sendo o principal exame complementar inicial para avaliação dos fatores masculinos 
de infertilidade (6). Nos últimos 25 anos persiste a dúvida sobre um possível declínio da 
qualidade seminal dos homens ao redor do mundo e suas possíveis consequências para a 
espécie humana. Apesar dessa hipótese ainda não ter sido comprovada, agências 
governamentais de diversos países têm desenvolvido leis a respeito de possíveis agentes 
“disruptores endócrinos” baseando-se em parte nos dados publicados a esse respeito (16). 
Com o objetivo de investigar o comportamento dos parâmetros seminais em homens 
brasileiros submetidos a investigação para infertilidade conjugal nos últimos 27 anos foi 
conduzido um estudo no Setor de Infertilidade do Hospital da Mulher da Universidade 





2.1. Objetivo geral 
Avaliar a influência do ano de coleta do exame sobre os parâmetros seminais de 
homens investigados por infertilidade conjugal no período de 1989 a 2016 no Hospital da 
Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti CAISM/UNICAMP. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 Descrever a concentração de espermatozoides em homens investigados por 
infertilidade conjugal no período de 1989 a 2016 e comparar segundo o período de realização 
do exame.  
 Descrever a porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva em 
homens investigados por infertilidade conjugal no período de 1989 a 2016 e comparar 
segundo o período de realização do exame. 
 Descrever a porcentagem de espermatozoides com morfologia normal em 
homens investigados por infertilidade conjugal no período de 1989 a 2016 e comparar 
segundo o período de realização do exame. 
 Descrever a concentração de espermatozoides após o processamento seminal 
por método de swim-up em homens investigados por infertilidade conjugal no período de 







O Laboratório de Reprodução Humana (LRH) do Departamento de 
Tocoginecologia da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP realiza espermogramas 
desde 1989. Desde então todos os resultados dos exames são digitados em um sistema 
informatizado denominado “Controle de Exames Laboratoriais”, atualmente em sua versão 
6.16 de 13/11/2013. O sistema “Controle de Exames Laboratoriais” permite a exportação de 
todos os dados arquivados para planilhas do programa Microsoft Excel. Este estudo é uma 
análise retrospectiva dos espermogramas realizados no LRH entre 03/01/1989 e 12/12/2016.  
Após a exportação dos dados de todos os espermogramas realizados neste 
período, foi montado um banco de dados com um total de 33944 amostras de sêmen. Para o 
presente estudo, a população analisada foi composta por todos os parceiros masculinos de 
casais admitidos no ambulatório da UNICAMP para investigação de infertilidade conjugal. 
Para serem admitidos, os casais deveriam apresentar falha em conseguir uma gravidez bem-
sucedida após 12 meses ou mais de relações sexuais regulares desprotegidas. As amostras de 
homens sabidamente portadores de alguma condição deletéria à qualidade seminal, como 
varicocele ou pós reversão de vasectomia, as amostras utilizadas para realização de 
fertilização in vitro ou inseminação intrauterina, além das amostras produzidas por doadores 
voluntários de sêmen foram excluídas da análise. Com isso, o número de homens com pelo 
menos uma amostra analisada foi de 9495 e o número final de amostras analisadas foi de 
18902. Para 8562 amostras também havia dados sobre o processamento seminal realizado 
através do método de swim-up para avaliar a possibilidade de inseminação intrauterina em um 
segundo momento. O banco de dados foi composto pelos diferentes parâmetros do 
espermograma além da data de realização do exame e da idade do homem à coleta do 
material. Devido à característica retrospectiva da análise, não estavam disponíveis dados 
clínicos e sociodemográficos como raça, escolaridade e hábitos pessoais. Este estudo foi 
aprovado no comitê de ética em pesquisa da UNICAMP sob o número 1.760.090. 
 
Análise seminal 
Todos os homens eram orientados por profissionais do LRH no momento do 
agendamento a manterem abstinência sexual por 3 a 5 dias antes de cada coleta. Nos casos em 
que mais de uma coleta por homem era agendada, respeitava-se um intervalo mínimo de 15 
dias entre cada uma delas. As coletas eram realizadas em uma sala privativa, previamente 




meio de masturbação em um frasco estéril devidamente identificado com o código de cada 
sujeito. Após a coleta, o frasco era entregue pelo próprio paciente, a um profissional da área e 
acondicionado em uma incubadora a 37ºC por cerca de 1h para liquefação do sêmen. Após o 
término da liquefação, o sêmen era transferido com utilização de uma pipeta Pasteur estéril 
para um tubo cônico graduado para aferição do volume. Durante todo o período avaliado as 
amostras foram realizadas sempre no mesmo laboratório e pela mesma equipe de biólogos 
com experiência em análises seminais. 
 
Processamento seminal 
Com o intuito de avaliar a possibilidade da realização de inseminação intrauterina 
como técnica de reprodução assistida de baixa complexidade, frequentemente os médicos que 
atendiam os casais solicitavam a realização de processamento seminal no mesmo material do 
espermograma de diagnóstico. Para tanto, eram realizadas duas lavagens do sêmen 
adicionando em tubo cônico estéril quantidades iguais de esperma e PBS comercial 
(Dulbecco’s phosphate buffered saline; GIBCO). Após duas centrifugações por 10 minutos a 
300x g, o sobrenadante era descartado e o pellet reservado para realização da técnica de swim-
up. Ao pellet era adicionado 1mL de meio HTF modificado (com HEPES) suplementado com 
10% de SSS (Irvine Scientific), homogeneizado suavemente até que o pellet se dissolvesse no 
meio. O tubo contendo o pellet diluído era então inclinado em um ângulo de 45º e incubado a 
37ºC por 1 hora. Transcorrido o tempo de incubação, era retirado suavemente o primeiro 
mililitro superior no tubo, transferindo-o para outro tubo cônico estéril; a este era adicionado 
1,5 mL de meio de cultura e reservado para análises (6, 23, 24). 
 
Variáveis dependentes 
Avaliação da concentração de espermatozoides 
A diluição do sêmen foi realizada em formalina (50g NaHCO3, 10 mL de 
formalina 35% e água destilada a completar 1L), seguindo a proporção determinada pelo 
biólogo responsável pelo exame. De janeiro de 1989 a julho de 2004, era feito uma estimativa 
da concentração de espermatozoides em uma lâmina inicial, sob o aumento de 40x no 
microscópio óptico (número de espermatozoides contados por campo x 10
6
) e com base nessa 
estimativa era realizada a diluição adequada de acordo com as orientações da OMS (23-25). A 
partir de agosto de 2004, foi padronizada a diluição de 1:20, exceto em casos extremos de 




câmara de Neubauer. Após a sedimentação das células, a câmara era analisada em 
microscópio óptico de 100x a 400x, sendo contado os espermatozoides presentes nos 4 
quadrados dos cantos do quadrante central e no quadrado do meio do mesmo. A leitura foi 
realizada em duplicata, e avaliada sua confiabilidade segundo padrões da OMS (6, 23-25). Os 
resultados da leitura eram inseridos em uma fórmula matemática de acordo com o padrão de 
correção de cada diluição a fim de se obter a concentração em milhões/mL. 
 
Avaliação da motilidade dos espermatozoides 
Uma alíquota de 10 µL de sêmen era aplicada a duas lâminas cobertas por 
lamínulas para dupla avaliação em microscópio óptico. Eram contados pelo menos 100 
espermatozoides em cada lâmina, sendo classificados em grau A (motilidade progressiva 
rápida; velocidade ≥ 25µm por segundo), B (motilidade progressiva lenta; velocidade < 25µm 
por segundo), C (motilidade não progressiva; velocidade < 5µm por segundo) ou D 
(espermatozoides imóveis), conferindo-se resultados percentuais para cada categoria (6, 23-
25). A motilidade também foi classificada em progressiva (espermatozoides se movendo 
ativamente, de forma linear ou em um grande círculo; espermatozoides tipo “A” somados aos 
espermatozoides tipo “B”) e motilidade total (somatória dos espermatozoides com motilidade 
progressiva e dos espermatozoides com motilidade não progressiva; espermatozoides tipo “A” 
somados aos espermatozoides tipo “B” somados aos espermatozoides tipo “C”) (6).  
 
Avaliação da morfologia dos espermatozoides 
Simultaneamente, foram preparadas duas lâminas de esfregaço seminal, cada uma 
com 10µl de sêmen, que após secagem foram submetidas a fixação, sendo submersas em uma 
mistura, de partes iguais, de etanol 95% e éter, durante 5 a 15 minutos. Posteriormente, as 
lâminas fixadas passaram pelo processo de coloração, na seguinte ordem: etanol 80% (10 
imersões), etanol 70% (10 imersões), etanol 50% (10 imersões), água destilada (10 imersões), 
Hematoxilina de Harris ou de Mayer (por 3 minutos), água corrente (por 3 minutos), etanol 
acidulado (2 imersões), água corrente (por 3 minutos), solução de Scott (por 4 minutos), água 
destilada (1 imersão), etanol 50% (10 imersões), etanol 70% (10 imersões), etanol 80% (10 
imersões), etanol 95% (10 imersões), corante Orange G6 (por 2 minutos), etanol 95% (10 
imersões), etanol 95% (10 imersões), corante EA-50 (por 5 minutos), etanol 95% (5 




Xilol (por 1 minuto). Após o processo a coloração as lâminas foram deixadas secando, para 
posterior análise (23). 
Após a secagem as lâminas foram observadas em microscópio óptico 400x com 
contraste de fase. Cerca de 100 espermatozoides foram analisados por duplicata, sendo 
classificados como normais ou anormais segundo características da cabeça (e acrossomo), 
peça intermediária e cauda. Segundo a OMS a cabeça deve ser suave, com contornos 
regulares e geralmente de forma oval. Deve haver uma região acrossomal bem definida que 
compreende 40-70% da área da cabeça. A região acrossomal não deve conter grandes 
vacúolos, e não mais do que dois pequenos vacúolos, que não devem ocupar mais do que 20% 
da cabeça do espermatozoide. A região pós-acrossomal não deve conter nenhum vacúolo. A 
peça intermediária deve ser delgada, regular e aproximadamente do mesmo comprimento que 
a cabeça do espermatozoide. O eixo principal da peça intermediária deve ser alinhado com o 
eixo maior da cabeça do espermatozoide. A cauda deve ser única, sem ramificações, pode ser 
enrolada sobre si mesma desde que não haja ângulo agudo indicativo de uma pausa flagelar 
(23-25). Além dessas características, também era analisado o tamanho do espermatozoides e 
suas áreas, de acordo como o conceito de Kruger (6, 26). As avaliações foram realizadas de 
acordo com os manuais da OMS disponíveis à época da análise (6, 23-25). 
 
Avaliação da concentração de espermatozoides após o processamento seminal  
Uma alíquota da diluição do pellet era colocada em uma câmara Makler e 
analisada em microscópio óptico 100x a 400x, sendo contados os espermatozoides presentes 
em uma fileira da câmara. A leitura foi realizada em duplicata, e avaliada segundo padrões da 
OMS (6, 23, 24). 
 
Variáveis de controle  
Volume seminal 
Após o término da liquefação o sêmen era transferido com utilização de uma 
pipeta Pasteur estéril para tubo cônico graduado também estéril para que o volume fosse 
aferido (6). 
 
Aferição do pH 
O pH foi medido através de fitas de pH (0 - 14) comerciais. Uma pequena alíquota 




distribuída uniformemente através do campo sensível da fita. O resultado colorimétrico obtido 
na fita era comparado a um padrão fornecido pelo fabricante (6). 
 
Vitalidade dos espermatozoides 
Até dezembro de 2001 foi utilizado para coloração dos espermatozoides com 
membrana danificada o preparado de eosina/nigrosina (1% eosina Y e 10% nigrosina, em 
água mili-Q); a partir de 2002 passou-se a utilizar para esta coloração apenas eosina (0,9% 
NaCl e 0,5% eosina Y, em água mili-Q); ambos protocolos fornecidos pelos manuais da OMS 
de 1989 ao de 2010 (6, 23-25, 27).  
Era então aplicada uma alíquota de 10 µl de sêmen e 10 µl do preparado 
eosina/nigrosina ou somente eosina e misturado suavemente. Cerca de 200 espermatozoides 
por lâmina eram avaliados quanto a sua vitalidade em microscópio óptico. Os 
espermatozoides com coloração vermelha ou rosa escuro correspondiam a espermatozoides 
com danos na membrana e, portanto, eram considerados inviáveis ou mortos. Os 
espermatozoides com coloração rosa claro ou branco possuíam suas membranas íntegras e, 
portanto, eram considerados viáveis. O resultado era fornecido em percentual de 
espermatozoides viáveis, segundo o padrão estabelecido pela OMS (6, 23-25, 27). 
 
Avaliação da leucospermia (Teste de Peroxidase) 
Simultaneamente a contagem de espermatozoides na Câmara de Neubauer, era 
analisada da mesma maneira, a concentração de células redondas no sêmen. Em um tubo de 
fundo redondo era adicionado 100 µl de sêmen, 1 ml de solução-mãe de peroxidase (solução 
A + solução B. Solução A: 125mg de benzidine e 50mL de metanol 96%. Solução B: 150mg 
de cyanosine e 50 mL de água destilada) e 100 µl de água oxigenada a 5% (H2O2 vol. 30). Em 
uma lâmina era aplicado 10 µl deste preparado para avaliação da presença de leucócitos 
(granulócitos peroxidase-positivos). No ejaculado, os leucócitos granulócitos apresentam uma 
coloração marrom enquanto as outras células redondas possuem uma coloração rosada. Após 
a coloração, a lâmina era analisada em microscópio óptico 400x com contraste de fase. Cerca 
de 100 células eram analisadas em duplicata resultando em um percentual da quantidade de 
leucócitos. Através de uma regra de 3 simples, era calculada a concentração de leucócitos 





Avaliação da cor do sêmen: 
Sessenta minutos após a coleta, o sêmen era retirado da incubadora e transferido 
para um tubo Falcon. A amostra é então colocada contra a luz, e o profissional responsável 
avalia sua coloração qualitativamente (6). 
 
Avaliação da viscosidade do sêmen: 
Após sessenta minutos da coleta, o sêmen é retirado da incubadora, ainda no 
frasco de coleta é avaliado sua viscosidade. Uma pipeta Pasteur é mergulhada no sêmen e 
retirada suavemente, se ao fazer isso se formar um fio viscoso maior que um centímetro o 
sêmen é considerado com viscosidade aumentada, se houver formação de fio viscoso com 
menos de um centímetro ou a não formação do fio, o sêmen é considerado com viscosidade 
normal (6).  
 
Avaliação da liquefação: 
A liquefação é avaliada na transferência do sêmen do frasco de coleta para o tubo 
Falcon, após os sessenta minutos na incubadora. Neste momento, o sêmen é transferido com 
auxílio de uma pipeta Pasteur, se durante a transferência o sêmen estiver totalmente líquido, 
ou seja, gotejando homogeneamente, a amostra atingiu a liquefação total. Se houver algumas 
porções mais viscosas, comprometendo o gotejamento, é dito que houve uma liquefação 
incompleta (6). 
 
Avaliação de aglutinação no sêmen: 
Uma alíquota de 10µL é colocada em uma lâmina coberta por lamínula para uma 
avaliação. São analisados pelo menos 5 campos da lâmina. Se houver a presença de muitos 
espermatozoides numa mesma região impossibilitando sua movimentação progressiva a 
amostra é classificada como apresentando aglutinação. Se os espermatozoides estiverem 
dispersos, sem grandes aglomerações, é classificada como aglutinação ausente (6). 
 
Análise estatística 
A concentração de espermatozoides, a porcentagem de espermatozoides com 
motilidade progressiva, a porcentagem de espermatozoides com morfologia normal e a 
concentração de espermatozoides após o processamento seminal foram consideradas como 




consideradas como variáveis de controle: idade do homem à coleta da amostra; pH do 
esperma; coloração da amostra; viscosidade; liquefação; aglutinação; leucospermia; volume 
de esperma e porcentagem de espermatozoides vivos na amostra. 
Para a análise descritiva de cada variável dependente, calculou-se média, desvio-
padrão, mediana, 5º, 25º, 75º e 95º percentis. Posteriormente, as amostras foram divididas em 
cinco grupos, de acordo com o ano de coleta: ≤ 1995; 1996-2000; 2001-2005; 2006-2010; > 
2010. A comparação das variáveis dependentes entre os grupos foi realizada através dos testes 
de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Finalmente, para analisar a influência independente do 
ano de coleta do exame sobre cada variável dependente, foram construídos quatro modelos 
lineares generalizados para análise múltipla por regressão.  O nível de significância foi 
estabelecido em 5% e o programa utilizado para análise foi o SPSS v20 (IBM Corp., Armonk, 
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Objective: to investigate the trends in seminal parameter values among Brazilian men who 
have undergone infertility testing over the last 27 years. 
Design: Retrospective cross-sectional study. 
Setting: Sperm bank at the University of Campinas in Brazil. 
Patient(s): 9,495 Brazilian men admitted for infertility testing from 1989-2016. 
Intervention(s): Analysis of semen samples. 
Main Outcome Measure(s): Sperm concentration (SC), progressive motility (PM), normal 
morphology (NM), and sperm concentration after seminal processing (SCA). 
Result(s): At least one semen sample was analyzed from a total 9,495 men; finally, 18,902 
samples were analyzed. For 8,562 samples, there were also data on seminal processing using 
the swim-up method. The samples were divided into five groups, according to the year of 
collection: ≤1995, 1996–2000, 2001–2005, 2006–2010, >2010. The mean SC decreased from 
86.42 million/mL in the period ≤1995 to 48.32 million/mL in the period >2010 (p<0.001). 
The mean PM decreased from 47.6% in the period ≤1995 to 35.9% in the period >2010 
(p<0.001). The mean NM decreased from 37.1% in the period ≤1995 to 3.7% in the period 
>2010 (p<0.001). The mean SCA decreased from 11.38 million/mL in the period ≤2000 to 
5.64 million/mL in the period >2010 (p<0.001). Generalized linear models confirmed the 
independent association between the sample year of collection and SC (β=–0.03;p<0.001), 
PM (β=–0.01;p<0.001), NM (β=–0.09;p<0.001), and SCA (β=–0.03;p<0.001). 
Conclusion(s): we found a significant decline in seminal parameters among Brazilian men in 
the past 27 years. Further studies are needed to elucidate the causes of this phenomenon. 





Infertility is recognized by the World Health Organization (WHO) as a disease and a 
public health problem that can cause physical and psychological damage in both women and 
men (1). It is estimated that 30% to 40% of infertility cases have at least one associated male 
factor and that about 20% of cases have a male factor as their only cause (2). Despite 
advances in laboratory techniques with more sophisticated tests for functional sperm 
evaluation, semen analysis via a spermogram remains the main complementary exam for 
initial assessment of male factors in infertility (3). 
In recent decades, published reports of a possible deterioration in human seminal 
quality have generated controversy. Some literature reviews have identified worsening of 
seminal parameters over time (4,5), drawing much attention from the lay media; however, the 
analysis methods used in some research have received much criticism from scholars (6,7). In 
addition, the number of studies reporting stable seminal parameters over the years is 
appreciably higher than those reporting a decline (6). More recently, publications from 
different regions of the world, which have included a large number of study participants, 
suggest that a decrease in seminal quality may actually exist, although it is not possible to 
precisely determine the causal factors (3, 8-10). Some theories have generated debate, such as 
environmental factors acting as possible "endocrine disruptors" (11). Clinical–behavioral 
aspects, such as the global obesity epidemic, could also lead to a possible worsening of 
seminal quality (12). 
To our knowledge, there are no long-term data on the seminal parameters of Brazilian 
men. Some authors have identified a drop in both concentration and percentage of 
morphologically normal spermatozoa in studies with relatively small sample sizes or short 
follow-up periods (13,14). The objective of the present study was to investigate the trends in 
seminal parameter values among Brazilian men who have undergone infertility testing over 





Materials and Methods 
Study population 
We conducted a retrospective analysis of spermograms performed at the 
Laboratory of Human Reproduction, Department of Obstetrics and Gynecology of the Faculty 
of Medical Sciences, University of Campinas (UNICAMP) in Campinas, Brazil, between 3 
January 1989 and 12 December 2016. After exporting the data of all spermograms performed 
during this period, a database with a total 33,944 semen samples was set up. The study 
population consisted of all male partners of couples admitted to the UNICAMP outpatient 
clinic for infertility testing. The requirement for admission was couples who failed to achieve 
a successful pregnancy after 12 months or more of regular, unprotected sexual intercourse. 
Samples of men known to have a condition deleterious to seminal quality such as varicocele 
or vasectomy reversal, samples used for in vitro fertilization or intrauterine insemination, and 
samples produced by voluntary semen donors were excluded from the analysis. A total 9495 
men had at least one sample analyzed; finally, a total 18,902 samples were analyzed. The 
database was composed of different spermogram parameters, the year of testing, and the 
man´s age at the time of each sample collection. For 8562 samples, there were also data on 
seminal processing performed by the swim-up method, used to assess the possibility of future 
intrauterine insemination (Figure 1). Owing to the retrospective nature of the analysis, 
clinical and sociodemographic data such as ethnicity, educational level, and personal habits 




Men were instructed to maintain sexual abstinence for 3 to 5 days prior to each 
sample collection. In cases where the same man contributed more than one sample, the 
minimum interval was 15 days between each collection. Samples were collected in a private, 
previously sanitized room at the same laboratory where the analyses were performed. Semen 
was obtained by means of masturbation into a properly labeled sterile vial. After collection, 
vials were placed in an incubator at 37 °C for about 1 hour, for liquefaction. After liquefaction 
was complete, the semen was transferred using a sterile Pasteur pipette into a graduated 
conical tube for volume measurement. Throughout the evaluation period, sample preparation 









Evaluation of sperm concentration  
Semen samples were diluted in formalin, following the ratio determined by the 
examining technician. From January 1989 to July 2004, estimates of the concentration on an 
initial slide were made with an optical microscope under 40× magnification. Based on this 
initial estimate, dilution was performed according to WHO guidelines (15-17). After August 
2004, this was standardized to a 1:20 dilution, except in extreme cases of sperm 
concentration. An aliquot of the diluted sample was placed on either side of a Neubauer 
chamber. After sedimentation of the cells, sperm counts were performed using an optical 
microscope under 100× to 400× magnification. Counts were performed in duplicate, and 
reliability was assessed according to WHO standards (15-18). 
 
Evaluation of sperm motility 
To evaluate sperm motility, a 10-μL aliquot of semen was applied to two 
individual slides for dual reading under an optical microscope, following the standards 
recommended by WHO (15-18). At least 100 spermatozoa were counted on each slide. Sperm 
were classified as grade A (rapid progressive motility, velocity ≥25 μm per second), B (slow 
progressive motility, velocity <25 μm per second), C (nonprogressive motility, velocity <5 
μm per second) or D (immobile spermatozoa), and percentage results were given for each 
category. Motility was also classified as progressive (sperm moving actively, linearly, or in a 
large circle, class A + B sperm), and total motility (sum of spermatozoa with progressive and 
nonprogressive motility, class A + B + C sperm) (18).  
 
Evaluation of sperm morphology 
Two slides were prepared simultaneously, each with 10 μl of semen, which were 
dried, fixed, and stained according to WHO guidelines (16). The slides were subsequently 
observed with a 400× phase contrast microscope. About 100 sperm were analyzed per slide; 
sperm were classified as normal or abnormal according to characteristics of the head, 
acrosome, intermediate piece, and tail, in addition to the area and size of the spermatozoon, 
according to the guidelines of various WHO manuals (15-18). 
 
Seminal processing 
To evaluate the possibility of performing intrauterine insemination, a low 
complexity assisted reproduction technique, physicians who attended the couples frequently 




In this procedure, semen samples were washed twice in a sterile conical tube, with equal 
amounts of semen and commercial Dulbecco's phosphate buffered saline. After two 
centrifugations for 10 minutes at 300 × g, the supernatant was discarded and the pellet 
reserved for performing the swim-up technique. One mL of modified HTF medium (with 
HEPES), supplemented with 10% Serum Substitute Supplement (Irvine Scientific, Santa Ana, 
CA, USA), was added to the pellet and gently homogenized until the pellet was dissolved. 
The tube containing the diluted pellet was then incubated, tilted at a 45° angle, at 37 °C for 1 
hour. After incubation, the first milliliter at the top of the tube was gently removed and 
transferred to a new sterile conical tube; 1.5 mL of culture medium was added to this tube, 
which was reserved for analysis (16-18). 
 
Evaluation of sperm concentration after seminal processing  
An aliquot of the pellet dilution was placed in a Makler counting chamber and 
analyzed using an optical microscope under 100× to 400×; the number of spermatozoa present 
in one row of the chamber were counted. Readings were done in duplicate and evaluated 
according to WHO standards (16-18). 
 
Statistical analysis  
Sperm concentration, the percentage of spermatozoa with progressive motility, the 
percentage of spermatozoa with normal morphology, and sperm concentration in semen after 
seminal processing were considered, as dependent variables. The independent variable was 
the year of sperm sample collection. The man's age at sample collection, sperm pH, sample 
color, viscosity, liquefaction, agglutination, leucocyte concentration, sperm volume, and 
percentage of live spermatozoa in the sample were considered, as control variables. 
Initially, a descriptive analysis of each dependent variable was performed, 
describing the mean, standard deviation, median, 5th, 25th, 75th, and 95th percentiles. The 
samples were subsequently divided into five groups, according to the year of collection: 
≤1995, 1996–2000, 2001–2005, 2006–2010, and >2010. Comparison of the dependent 
variables between the groups was performed using the Kruskal–Wallis and Mann–Whitney 
tests. Finally, to analyze the independent influence of the year of sperm collection on each 
dependent variable, four generalized linear models were constructed, for multiple regression 
analysis. The level of significance was set at 5% and the analyses were conducted using IBM 






In total, we evaluated 18,902 samples produced by 9495 men who underwent 
infertility testing between January 1989 and December 2016 (Figure 1). The mean number of 
samples collected per subject was 1.99 (± 0.73). The median of samples collected was 2, with 
the minimum number of samples per subject equal to 1 and the maximum number of samples 
per subject equal to 8. During the study period, the mean age of the men was 32.92 (± 6.54) 
years and the median was 32.30 (range, 18.10–67.42) years. A detailed distribution of the 
men's age at the time of sample collection in the different periods defined for the analysis is 
shown in Table 1. The main characteristics of the samples collected throughout the full study 
period are shown in Table 2. 
Regarding sperm concentration, after a small increase between the periods ≤1995 
and 1996–2000 in which the means were 86.42 (± 91.92) million/mL and 90.39 (± 96.52) 
million/mL, respectively, a significant decrease in the spermatozoa concentration in the 
analyzed semen samples was observed. Mean sperm concentrations in the period 2001–2005 
were 72.29 (± 79.11) million/mL, 49.69 (± 51.15) million/mL in the period 2006–2010, and 
48.32 (± 52.79) million/mL in the period >2010. Significant differences (p <0.001) were 
found among the groups during the entire study period (1989–2016).  
To observe the percentage of spermatozoa with progressive motility and normal 
morphology, 953 samples that did not contain spermatozoa (azoospermia) were excluded 
from the analysis. There was a significant drop in progressive motility (p <0.001) between the 
periods ≤1995 and >2010 in which the mean percentages of spermatozoa with progressive 
motility were 47.6% (± 17.10%) and 35.9% (± 14.76%), respectively. Concerning the 
percentage of spermatozoa with normal morphology, in the period ≤1995, the mean was 
37.1% (± 23.59%); a significant drop was observed during 1996–2000 when the mean 
percentage of spermatozoa with normal morphology was 11.9% (± 6.43%). From 2001 
onwards, the decrease in this percentage was less abrupt but continued to occur. In the period 
>2010, the mean percentage of spermatozoa with normal morphology was 3.7% (± 2.45%). 
The difference in the means over the entire period (1989–2016) was significant (p <0.001). 
Even when excluding the years 1989–1995 from the analysis, the difference in means 
between 1996 and 2016 remained statistically significant (p <0.001). 
There were data available for 8562 samples on seminal processing done using the 




number of samples with this seminal processing was small in the period ≤1995, these samples 
were grouped with those collected during 1996–2000. Therefore, for this analysis, the 
following periods were analyzed: ≤2000, 2001–2005, 2006–2010, and >2010. After an 
increase in sperm concentrations between the periods ≤2000 and 2001–2005 with means of 
11.38 (± 18.71) million/mL and 19.82 (± 26.06) million/mL, respectively, a significant drop 
in sperm concentration in semen after processing was observed. The mean sperm 
concentration during 2006–2010 was 14.08 (± 21.49) and 5.64 (± 9.13) million/mL in the 
period >2010. The differences observed among the groups throughout the entire study period 
(1989–2016) were significant (p <0.001). The differences between the four dependent 
variables in each subgroup analyzed are shown in detail in Table 2 and Figure 2. 
 
Multiple regression analysis 
To confirm an independent association between the year of sperm sample 
collection and the four dependent variables, four generalized linear models were constructed 
for multiple regression analysis. After controlling for the effect of age, sperm pH, sample 
color, viscosity, liquefaction, agglutination, leukocyte concentration, sample volume, and 
percentage of live spermatozoa, we observed an inverse and independent association between 
the year of sample collection and sperm concentration (β = –0.03; p <0.001), percentage of 
spermatozoa with progressive motility (β = –0.01, p <0.001), and percentage of spermatozoa 
with normal morphology (β = –0.09, p <0.001) in the diagnostic spermogram. For sperm 
concentration after seminal processing, the effects of sperm concentration, percentage of 
spermatozoa with progressive motility, and percentage of spermatozoa with normal 
morphology were also controlled for; an inverse and independent association was observed 
between the year of sample collection and sperm concentration after seminal processing (β = 
–0.03, p <0.001). Details of the four generalized linear models are given in Table 3.  
 
Discussion  
Despite skepticism about a possible global downward trend in seminal quality 
parameter values, recent studies have made observations that support this hypothesis. By 
analysis of 18,902 semen samples collected from 9495 men between 1989 and 2016, we 
aimed to investigate the influence of the year of sample collection on several sperm quality 
parameters among Brazilian men who underwent infertility testing. Four dependent variables 
were analyzed; sperm concentration, percentage of spermatozoa with progressive motility, 




processing by the swim-up technique. For all analyzed variables, we observed that the year of 
sample collection had an independent influence on the results, thus identifying a trend of 
decline in seminal quality during the period investigated. 
During the analyzed period, we observed a significant drop in sperm 
concentration in the diagnostic spermogram. The mean sperm concentration fell by 44% 
between the periods <1995 and >2010. It is worth noting that even though the mean values of 
sperm concentration in the analyzed periods were higher than those considered normal 
according to WHO reference values (18), from 2006 onwards these values were below 55 
million/mL, which is considered the limit at which the sperm concentration can negatively 
affect the achieving of pregnancy (19). Along the same lines, Rolland et al. (8) analyzed a 
population of 26,609 French men who were partners of women with infertility caused by tubal 
pathology and observed a 32.2% decline in sperm concentration between 1989 and 2005; the 
mean concentration for a 35-year-old man fell from 73.6 million/mL in 1989 to 49.9 
million/mL in 2005. Centola et al. (9) analyzed 9425 samples from 489 semen donors in the 
Boston metropolitan area and observed a significant drop in sperm concentration; the average 
concentration in 2003 was 112 million/mL and 78 million/mL in 2013. Recently, Huang et al. 
(3) analyzed samples produced by a total of 30,636 young Chinese men who had applied to be 
sperm donors between 2001 and 2015. Among these, the mean sperm concentration dropped 
significantly from 68 million/mL during 2001–2005 to 47 million/mL in 2011–2015. In 
Brazil, there are few data on sperm quality trends. Glina et al. (13) evaluated the semen 
characteristics of 182 donors from a sperm bank in the city of São Paulo from 1992 to 2003 
and found a significant drop in sperm concentration. Borges et al. (14) published results of a 
comparison between 764 sperm samples from men undergoing infertility testing between 
2000 and 2002 and 1536 samples from men who were tested between 2010 and 2012; there 
was a significant drop in sperm concentration from 61.7 million/mL in the former period to 
26.7 million/mL in the latter period. 
Previous studies have shown that the number of sperm cells exhibiting 
progressive motility influences pregnancy rates. A drop in the number of mobile sperm could 
increase the time to achieving pregnancy, which is especially important within the context of 
more and more couples postponing pregnancy for professional reasons (20-23). In our study, 
the mean percentage of spermatozoa with progressive motility decreased 24% between the 
periods <1995 and >2010. Considering the total number of progressively motile spermatozoa, 




the period >2010. Several studies published in the past 20 years have obtained discrepant 
results regarding the percentage of spermatozoa with total motility, which includes 
spermatozoa with both progressive motility and nonprogressive motility (6, 24-28). 
Specifically considering spermatozoa with progressive motility, Huang et al. (3) did not find a 
decreasing trend in relative frequency; however, they observed a significant decrease in the 
absolute number of spermatozoa, with averages falling from 34 million during 2001–2005 to 
21 million in 2011–2015. Available studies in Brazil have not reported a change in the mean 
percentage of spermatozoa with progressive motility (13,14). 
Some authors have previously demonstrated a relationship between a higher 
percentage of spermatozoa with normal morphology and increased likelihood of achieving 
pregnancy (29). In our study, the mean percentage of morphologically normal spermatozoa 
presented a substantial decline between the periods ≤1995 (37.1%) and 1996–2000 (11.9%). 
This large variation is most likely owing to a change in the classification criteria of 
morphology that occurred during this time. The first two editions of the WHO manual for 
human semen examination and processing (15,30) recommended the use of more liberal 
criteria for classification of morphology (31). The third edition (16) recommended that strict 
criteria should be applied to classify sperm morphology. This change resulted in cells with 
borderline morphology, previously classified as normal, being classified as having altered 
morphology. However, even when excluding the period ≤1995 from the analysis, a significant 
drop in spermatozoa with normal morphology can be seen. Between 1996 and 2016, there was 
a decrease of 8.2 percentage points in the mean of morphologically normal spermatozoa. In 
the period >2010, the mean percentage of spermatozoa with normal morphology in the 
studied population was 3.7%, which is below the normal values recommended by the most 
recent WHO manual (18). Similarly, Rolland et al. (8) found a significant decrease in the 
percentage of spermatozoa with normal morphology, which they felt could not be explained 
by the change in cellular classification criteria alone. Recently, Huang et al. (3) also noted a 
significant decrease in the mean of morphologically normal spermatozoa, from 31.8% 
between 2001 and 2005 to 10.8% during 2011–2015. In Brazil, Borges et al. (14) also found a 
significant reduction in normal morphology between 2000–2002 (4.6%) and 2010–2012 
(2.7%).  
In assisted reproduction procedures, techniques to separate the spermatozoa and 
seminal plasma are often used, to obtain a final preparation with a high rate of 




nongerminative cells (18). The swim-up technique selects for spermatozoa with greater 
mobility and greater ability to swim in the culture medium; in theory, the spermatozoa 
recovered after the swim-up procedure would be of high quality and have greater capacity of 
fertilization (32). In the analyzed period, we observed a significant drop in the mean sperm 
concentration after the swim-up procedure; in the period >2010 the average concentration was 
5.64 million/mL, which is considered by some authors to be borderline for performing the 
intrauterine insemination procedure (33). We are not aware of other publications that have 
analyzed trends in sperm concentration after seminal processing. We believe that this is 
another variable indicating that a decline in seminal quality may indeed be occurring in some 
populations. 
Just as there are controversies about a global downward trend in seminal quality, 
the possible causes for this phenomenon are also a matter of debate. Some authors advocate 
that substances with effects similar to estrogen, known as “endocrine disruptors”, could act on 
the male fetus inside the uterus, leading to problems in testicular function (34). Decreasing 
seminal quality would be one aspect of a "testicular dysgenetic syndrome", which would also 
involve an increase in the incidence of testicular cancer, hypospadias, and cryptorchidism 
(11). In addition to endocrine disruptors, other environmental factors such as air and water 
pollution may also negatively influence seminal parameters. It is possible that both endocrine 
disruptors and environmental pollutants acting together could lead to an intergenerational 
process of environmental origin that induces genetic damage to germ cells (11).  
In addition to environmental factors, aspects related to personal habits and 
lifestyle can also influence seminal production. Some studies have shown that smoking (35) 
and excessive alcohol intake (36) may decrease sperm quality. Similar to developed countries, 
Brazil has experienced an increase in the prevalence of overweight and obesity in recent 
decades (37). The accumulation of abdominal fat and weight gain may lead to a drop in total 
testosterone levels (12), which may partly explain the decline in seminal quality parameters. 
A previous review of the literature has shown that men who are overweight and obese have a 
higher prevalence of oligospermia and azoospermia (38). Owing to a lack of access to clinical 
and sociodemographic data of the men who produced the samples analyzed in our study, it 
was not possible to investigate these possible causes for our results. 
Although we analyzed a considerable number of samples produced by a large 
number of subjects over a long period of time, this study has limitations that should be 




undergoing infertility testing and were therefore more likely to have subfertility. However, 
owing to the fact that this is an important population for the investigation of seminal 
parameters, apart from the known difficulty in obtaining semen samples (6), we believe that 
the results obtained are valid. We highlight the fact that studies on seminal quality conducted 
among sperm donors may also present a selection bias of patients with above-average fertility 
(6). It was not possible to control the number of days of abstention from sexual activity prior 
to sample collection; however, all men received the same instruction to observe a period of 3 
to 5 days’ abstinence. In a manner similar to that described in previous studies, we believe 
that one period of the study would not be more influenced than another by this bias (8,39). 
Owing to the unavailability of data on sociodemographic, environmental, and lifestyle 
variables, it was not possible to establish hypotheses as to causes of the decline in seminal 
quality. As the data refer to a population of men living in a specific region of Brazil, the 
results should be analyzed on a regional basis and should not be generalized to other regions 
of the country or the world. We note, however, that this is the first report to our knowledge on 
the decline in seminal quality among Brazilian men, performed with a considerable sample of 
the population and over a long period of time. We believe that one of the strengths of this 
analysis is the fact that all tests were carried out in the same laboratory and by the same team 
of technicians throughout the analyzed period, thus reducing interobserver variation. 
 
Conclusions 
During 1989–2016 we found that Brazilian men who underwent infertility testing 
had a decline in sperm concentration, percentage of spermatozoa with progressive motility, 
percentage of spermatozoa with normal morphology, and sperm concentration after seminal 
processing. This is the first report of a decline in seminal quality among Brazilian men, using 
a large sample of the population. Future studies are needed to elucidate the possible causative 
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Table 1. Men´s age at the time of sample collection (years). 
* p<0.001 (Kruskal-Wallis test) – Full period (1989-2016) 
 
Period* Number of 
samples 
Minimum 25% 50% 75% Maximum Mean (SD) 
≤1995 3906 18.30 26.95 30.73 35.26 59.84 31.56 (6.48) 
1996-2000 2500 18.40 27.32 31.07 35.80 67.42 31.99 (6.42) 
2001-2005 3295 18.54 27.96 32.15 36.75 66.37 32.79 (6.78) 
2006-2010 4573 18.10 28.98 32.68 36.99 67.41 33.31 (6.45) 
>2010 4628 18.13 30.15 33.67 37.76 64.67 34.29 (6.25) 




Table 2. Seminal parameter values among Brazilian men between 1989 and 2016. 

















]    
Sperm concentration (million/ml)
a
   
≤1995 [0-793] [0.2-255] [20-122] 63.5 86.4 (91.9) 83.5 – 89.3 3906 
1996–2000
b
 [0-943] [0-130] [16-130] 70.0 90.3 (96.5) 86.6 – 94.1 2500 
2001–2005
c
 [0-1072] [0.1-205] [17.5-105] 49.0 72.2 (79.1) 69.5 – 74.9 3295 
2006–2010
d
 [0-630] [0-145.2] [14-70] 36.0 49.6 (51.1) 48.2 – 51.1 4573 
>2010
e
 [0-762.5] [0-145.3] [11.5-68] 34.0 48.3 (52.7) 46.8 – 49.8 4628 
Total [0-1072] [0-200] [15-94] 43.5 66.2 (75.4) 65.1 – 67.3 18902 
Progressive motility (%)
f
   
≤1995 [0-100] [10-70] [40-60] 50 47.6 (17.1) 47.0 – 48.1 3763 
1996–2000
g
 [0-100] [10-60] [30-60] 50 42.7 (17.2) 42.0 – 43.4 2353 
2001–2005
h
 [0-100] [10-60] [30-50] 40 38.4 (14.7) 37.9 – 38.9 3157 
2006–2010
i
 [0-100] [10-60] [30-50] 40 37.1 (14.7) 36.6 – 37.5 4329 
>2010
j
 [0-100] [0-50] [30-50] 40 35.9 (14.7) 35.4 – 36.3 4347 
Total [0-100] [10-60] [30-50] 40 39.9 (16.2) 39.7 – 40.2 17949 
Normal morphology (%)
k,l
   
≤1995 [0-99] [0-75] [19-58] 34 37.1 (23.5) 36.3 – 37.8 3763 
1996–2000
m
 [0-82] [0-22] [9-16] 12 11.9 (6.4) 11.6 – 12.2 2353 
2001–2005
n
 [0-84] [0-17] [8-13] 10 10.1 (4.7) 9.9 – 10.3 3157 
2006–2010
o
 [0-24] [0-15] [6.5-11] 9 8.5 (4.2) 8.4 – 8.7 4329 
>2010
p
 [0-12] [0-8] [2-5] 4 3.7 (2.4) 3.6 – 3.8 4347 
Total [0-99] [0-59] [5-15] 9 14.1 (16.7) 13.8 – 14.3 17949 
Sperm concentration after semen processing (million/ml)
q
   
≤2000 [0-200.0] [0-41.1] [1.0-12.8] 5.0 11.3 (18.7) 9.6 – 13.1 428 
2001–2005
r
 [0-170.0] [0-80.0] [2.2-30.0] 10.0 19.8 (26.0) 18.5 – 21.1 1505 
2006–2010
s
 [0-333.0] [0-50.0] [1.6-18.0] 8.0 14.0 (21.4) 13.2 – 14.9 2401 
>2010
t
 [0-228.3] [0-19.7] [0.5-7.3] 3.0 5.6 (9.1)   5.3 –   5.9 4228 
Total [0-333.0] [0-40.2] [0.9-12.0] 5.0 10.7 (18.3) 10.4 – 11.1 8562 
#
 Number of semen samples / 
a 
p < 0.001 (Kruskal-Wallis test) – Full period (1989-2016) / 
b
 p = 0.525 (Mann-Whitney test) – (≤1995 vs. 1996-2000) / 
c
 p < 0.001 (Mann-Whitney test) 
– (1996-2000 vs. 2001-2005) / 
d
 p < 0.001 (Mann-Whitney test) – (2001-2005 vs. 2006-2010) / 
e
 p = 0.007 (Mann-Whitney test) – (2006-2010 vs. >2010) / 
f 
p < 0.001 (Kruskal-Wallis 
test) – Full period (1989-2016) - Exclusion of 953 semen samples with no spermatozoa (azoospermia) / 
g
 p < 0.001 (Mann-Whitney test) – (≤1995 vs. 1996-2000) / 
h
 p < 0.001 (Mann-
Whitney test) – (1996-2000 vs. 2001-2005) / 
i
 p < 0.001 (Mann-Whitney test) – (2001-2005 vs. 2006-2010) / 
j
 p = 0.196 (Mann-Whitney test) – (2006-2010 vs. >2010) / 
k
 p < 0.001 
(Kruskal-Wallis test) – Full period (1989-2016) - Exclusion of 953 semen samples with no spermatozoa (azoospermia) / 
l 
p < 0.001 (Kruskal-Wallis test) - Exclusion of 953 semen 
samples with no spermatozoa (azoospermia) and exclusion of the period ≤1995 from the analysis / 
m
 p < 0.001 (Mann-Whitney test) – (≤1995 vs. 1996-2000) / 
n
 p < 0.001 (Mann-
Whitney test) – (1996-2000 vs. 2001-2005) / 
o
 p < 0.001 (Mann-Whitney test) – (2001-2005 vs. 2006-2010) / 
p
 p < 0.001 (Mann-Whitney test) – (2006-2010 vs. >2010)  
q
 p < 0.001 (Kruskal-Wallis test) – Full period (1989-2016) - 8562 samples with seminal processing (swim-up method) / 
r
 p = 0.583 (Mann-Whitney test) – (≤2000 vs. 2001-2005) / 
s
 p 
< 0.001 (Mann-Whitney test) – (2001-2005 vs. 2006-2010) / 
t




Table 3. Multiple regression analysis – Generalized linear models* 
Model / Variable  Coef. S.E. coef. p 
Progressive motility [n=16679] **   
- Vitality (%)  0.008    <0.001 <0.001 
- Year of sample collection -0.012 0.001 <0.001 
- Agglutination (yes)  0.091 0.009 <0.001 
- Volume (ml)  0.019 0.003 <0.001 
- Liquefaction (incomplete) -0.057 0.008 <0.001 
- Sample color (other) -0.095 0.015 <0.001 
- Age (years) -0.004 0.001 <0.001 
- Constant  3.391 0.027 <0.001 
    
Normal morphology [n=16679] **    
- Year of sample collection -0.098 0.001 <0.001 
- Vitality (%)  0.017    <0.001 <0.001 
- Sample color (other) -0.115 0.024 <0.001 
- Leukocyte concentration (≥1.0) -0.072 0.015 <0.001 
- Viscosity (high) -0.039 0.012   0.002 
- Age (years)   0.003 0.001   0.003 
- Constant  2.632 0.040 <0.001 
    
Sperm concentration [n=17201]    
- Vitality (%)  0.025    <0.001 <0.001 
- Year of sample collection -0.037 0.001 <0.001 
- Agglutination (yes)  0.492 0.014 <0.001 
- Volume (ml) -0.082 0.004 <0.001 
- Leukocyte concentration (≥1.0)   0.219 0.016 <0.001 
- Age (years)   0.010 0.001 <0.001 
- Viscosity (high) -0.068 0.014 <0.001 
- Sperm pH (≥7.5) -0.197 0.067   0.003 
- Sample color (Other)   0.068 0.023   0.003 
- Constant  2.935 0.079 <0.001 
    
Sperm concentration after seminal processing 
[n=8349] 
   
- Sperm concentration (million/ml)  0.006    <0.001 <0.001 
- Progressive motility (%)  0.032 0.001 <0.001 
- Vitality (%)  0.021 0.001 <0.001 
- Normal morphology (%)   0.053 0.002 <0.001 
- Volume (ml)  0.110 0.007 <0.001 
- Year of sample collection -0.033 0.003 <0.001 
- Viscosity (high) -0.185 0.023 <0.001 
- Sample color (other) -0.263 0.033 <0.001 
- Leukocyte concentration (≥1.0) -0.205 0.031 <0.001 
- Agglutination (yes)  0.059 0.022   0.006 
- Constant -0.919 0.092 <0.001 
    
* Exclusion of cases with missing data 





Independent variables (progressive motility, normal morphology and sperm 
concentration models): Year of sample collection (1989 to 2016, converted in: 1 to 28); Age 
at sample collection (Continuous variable in years); Sperm pH (<7.5: 0/ ≥7.5: 1); Sample 
color (White: 0/ Other: 1); Viscosity (Normal: 0/ high: 1); Liquefaction (Normal: 0/ 
incomplete: 1); Agglutination (No: 0/ Yes: 1); Leukocyte concentration (<1.0: 0/ ≥1.0: 1); 
Semen volume (Continuous variable in ml); Vitality (Continuous variable in %) 
 
Independent variables (sperm concentration after seminal processing model): Year of 
sample collection (1989 to 2016, converted in: 1 to 28); Age at sample collection (Continuous 
variable in years); Sperm pH (<7.5: 0/ ≥7.5: 1); Sample color (White: 0/ Other: 1); Viscosity 
(Normal: 0/ high: 1); Liquefaction (Normal: 0/ incomplete: 1); Agglutination (No: 0/ Yes: 1); 
Leukocyte concentration (<1.0: 0/ ≥1.0: 1); Semen volume (Continuous variable in ml); 
Vitality (Continuous variable in %); Progressive motility (Continuous variable in %); Normal 

















5. DISCUSSÃO GERAL 
A questão sobre o declínio da qualidade seminal nos últimos anos permanece 
incerta embora estudos recentes tenham reforçado essa teoria. Este trabalho teve como objetivo 
investigar a influência do ano de coleta sobre a qualidade seminal. Foram analisadas a 
concentração de espermatozoides, a porcentagem de espermatozoides com motilidade 
progressiva e a porcentagem de espermatozoides com morfologia normal em um total de 18902 
amostras colhidas por 9495 homens entre os anos de 1989 e 2016. Para 8562 amostras, também 
foi analisada a concentração de espermatozoides após o processamento seminal por swim-up. O 
ano de coleta dos espermogramas teve influência independente e inversa sobre as quatro 
variáveis, demonstrando uma queda nesses parâmetros e, portanto, um comprometimento da 
qualidade seminal na população estudada. 
Observou-se uma queda significativa na concentração de espermatozoides durante 
o período estudado. No período de 1996 a 2000 a média de concentração de espermatozoides 
foi de 90,39 milhões/mL. No período seguinte (2001 a 2005) observou-se uma queda para 
72,29 milhões/mL, que continuou no período de 2006 a 2010, onde a média foi de 49,69 
milhões/mL. Por fim, no período mais recente, de 2011 a 2016, a concentração de 
espermatozoides média observada foi de 48,32 milhões/mL. Embora a população do estudo 
seja composta por parceiros masculinos de casais em investigação por infertilidade, a média 
encontrada para este parâmetro está dentro dos padrões da normalidade segundo a OMS (6). 
Entretanto, segundo Slama e colaboradores, concentrações abaixo de 55 milhões/mL podem 
influenciar negativamente o tempo até obtenção de uma gravidez. Deste modo, possivelmente 
os homens avaliados a partir de 2006 já poderiam apresentar dificuldade de obtenção de 
gravidez devido a uma baixa concentração de espermatozoides no sêmen (28). 
A queda na média de concentração de espermatozoides ao longo dos anos 
encontrada no presente estudo vai de encontro a outros trabalhos que também observaram 
declínio na concentração de gametas. Rolland e colaboradores publicaram em 2013 um estudo 
com amostras obtidas por 26609 homens franceses parceiros de mulheres com fator tubário de 
infertilidade. Seu estudo demonstrou um declínio de 32,2% na concentração espermática entre 
os anos de 1989 e 2005, onde a concentração média passou de 73,6 milhões/mL em 1989 para 
49,9 milhões/mL em 2005 (17). Centola e colaboradores em 2016 obtiveram resultados 
semelhantes aos de Rolland e colaboradores, ao analisarem 9425 amostras de 489 homens 
americanos. A concentração média dos espermatozoides sofreu declínio ao longo dos 11 anos 




China, recentemente, Huang e colaboradores também observaram queda na concentração 
seminal entre 2001 e 2015 (19). No Brasil, são poucos os estudos a cerca desta questão. Glina 
e colaboradores publicaram em 2010 um estudo com amostras de 182 doadores de sêmen entre 
os períodos de 1992 e 2003 demonstrando um declínio na concentração de espermatozoides ao 
longo do tempo. Apesar do pequeno número de sujeitos os autores relataram que não houve 
mudanças nas técnicas laboratoriais e no grupo profissional durante o período analisado, 
reduzindo possíveis vieses (21). Borges e colaboradores também evidenciaram queda na 
concentração espermática entre os períodos de 2000-2002 e 2010-2012, onde as concentrações 
passaram, respectivamente, de 61,7 milhões/mL para 26,7 milhões/mL. Em seu trabalho Borges 
e colaboradores também relataram poucas alterações durante o período analisado (22).  
Os espermatozoides que apresentam motilidade considerada progressiva são 
aqueles se movem ativamente, de forma linear ou em um grande círculo. A motilidade 
progressiva pode influenciar a capacidade de se obter uma gestação, e, portanto, também 
reflete a qualidade seminal (29-32). A OMS, em seu último manual, considera normal uma 
amostra de sêmen com ao menos 32% de espermatozoides apresentando motilidade 
progressiva (6). No presente estudo a porcentagem média de espermatozoides com motilidade 
progressiva caiu de 47,6% no período anterior a 1995 para 35,9% no período entre 2011 e 
2016. Além disso, observou-se queda também da média do número total de espermatozoides 
com motilidade progressiva por amostra, que era de 132,4 milhões no período anterior a 1995 
e passou a ser de 52,2 milhões no período posterior a 2010. Dos estudos recentes, Rolland e 
colaboradores e Centola e colaboradores não analisaram a motilidade progressiva e sim a 
motilidade total. A motilidade total corresponde à soma dos espermatozoides com motilidade 
progressiva e dos espermatozoides com motilidade não progressiva (17, 18). Rolland e 
colaboradores não observaram queda na porcentagem de espermatozoides com motilidade 
total (17), entretanto, Centola e colaboradores observaram queda na porcentagem de 
espermatozoides móveis entre 2003 e 2013 na cidade de Boston - EUA (18). De maneira 
semelhante ao presente estudo, Huang e colaboradores avaliaram a motilidade progressiva dos 
espermatozoides. Os autores não encontraram uma tendência de queda na porcentagem de 
espermatozoides móveis progressivos, porém ao analisarem a média da contagem absoluta 
dos espermatozoides, observaram um declínio de 34 milhões de espermatozoides móveis 
progressivos em 2001 para 21 milhões em 2015 (19). Nos estudos brasileiros disponíveis até o 
momento não se observou declínio na motilidade dos espermatozoides (21, 22). Glina e 




apresentou variação entre 1992 e 2003 (21). Borges e colaboradores avaliaram, por sua vez, a 
porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva, que também se manteve estável 
ao longo do tempo (22). 
A morfologia dos espermatozoides vem sendo considerada cada vez mais como 
um indicador específico da fertilidade masculina, e portanto, sua avaliação tem sido cada vez 
mais criteriosa com o passar dos anos (17). Muitos estudos vêm demonstrando uma queda 
significativa nas porcentagens de espermatozoides com formas normais. Segundo Menkveld, 
além de questões ambientais, a possível explicação para esta queda seria a introdução de 
novos critérios de avaliação da morfologia (33). Basicamente há duas formas de avaliação da 
porcentagem de espermatozoides com morfologia normal: a abordagem liberal e a estrita. As 
duas primeiras edições do manual da OMS (1980 e 1987) tinham o método liberal como 
referência para classificação da morfologia, onde apenas os espermatozoides com formas 
mais distorcidas eram considerados anormais (25, 27). A partir da terceira edição do manual o 
critério estrito passou a ser adotado. A partir de então, espermatozoides “borderline” que 
anteriormente eram considerados normais, passaram a ser considerados anormais (23). 
Portanto ao longo do tempo os critérios utilizados pela OMS para a avaliação da morfologia 
ficaram mais específicos, fazendo com que a porcentagem de espermatozoides normais 
diminuísse. Analisando os resultados do presente trabalho esta mudança fica evidente. No 
período de 1989 a 1995 a porcentagem média de espermatozoides com formas normais era de 
37,1%. No período seguinte (1996-2000) houve uma acentuada queda desta porcentagem, que 
passou a ser de 11,9%. Para tentar minimizar este viés de classificação da morfologia, 
realizou-se também uma análise da diferença das médias entre os períodos excluindo-se 1989-
1995. Mesmo assim, foi observado declínio significativo da porcentagem de espermatozoides 
normais que foi de 11,9% no período de 1996 a 2000, para 8,5% entre 2006 e 2010, e 
finalmente, atingindo 3,7% no período de 2011 a 2016. Rolland e colaboradores e Huang e 
colaboradores também encontraram declínio significativo na porcentagem de espermatozoides 
com formas normais (17, 19). No Brasil, esta queda também foi evidente nos trabalhos 
publicados por Glina e colaboradores e Borges e colaboradores (21, 22). Estes últimos 
demonstraram um declínio de 4,6% para 2,7%, nos períodos de 2000-2002 e 2010-2012, 
respectivamente (22). É consenso da maioria desses autores que as variações na avaliação da 
morfologia segundo os padrões da OMS podem ter influenciado o declínio na porcentagem de 





As técnicas de reprodução assistida de baixa complexidade, como a inseminação 
intrauterina, são opções terapêuticas para casais inférteis, especialmente nos casos de bom 
prognóstico como os decorrentes de fator ovulatório (5). Na tentativa de melhorar as taxas de 
sucesso da IIU pode ser realizado o processamento seminal com o objetivo de se obter uma 
preparação final com alta taxa de espermatozoides morfologicamente normais, e livres de 
elementos como espermatozoides mortos e células não germinativas (6). A técnica de swim-
up seleciona os espermatozoides com maior mobilidade e com maior habilidade de nadar no 
meio de cultura, ou seja, em teoria os espermatozoides recuperados após a realização do 
procedimento de swim-up teriam boa qualidade e maior capacidade de fertilização (34). Não 
temos conhecimento de outras publicações que tenham analisado as tendências de 
concentração de espermatozoides após o processamento seminal por swim-up ao longo do 
tempo. No presente estudo observamos uma queda significativa na média de concentração de 
espermatozoides após a realização do swim-up, sendo que no período posterior a 2010 a 
concentração média foi de 5,64 milhões/ml, valor considerado por alguns autores como 
limítrofe para realização do procedimento de inseminação intrauterina (35). Possivelmente a 
queda nas concentrações dessa variável também sinalizam para um declínio na qualidade 
seminal ao longo dos anos em algumas populações. 
Muito se discute sobre as causas que poderiam levar à deterioração do sêmen. 
Tabagismo (36), uso abusivo de álcool (37) e até mesmo o estresse (19) são citados como 
possíveis responsáveis por uma queda na qualidade seminal. Além destes, uma teoria que tem 
grande destaque na literatura é a dos “disruptores endócrinos”. Estas substâncias agiriam 
como “mímicos de hormônios”, tendo efeitos semelhantes ao estrógeno. Eles poderiam ter 
influência sobre os indivíduos masculinos ainda antes do seu nascimento causando problemas 
na função testicular (38). A ação dos “disruptores endócrinos” poderia levar à síndrome 
disgenética testicular, que abrange um conjunto de doenças como câncer de testículo, 
hipospádia, criptorquidia, além de um declínio da qualidade seminal (39). Juntamente com 
esses disruptores endócrinos, agentes ambientais como poluentes do ar e da água também 
poderiam afetar a fertilidade masculina (39). Outra possível teoria para explicar o declínio dos 
parâmetros seminais é a levantada por Wang e colaboradores sobre o efeito da radiação 
emitida por aparelhos eletrônicos. Com a evolução da tecnologia, o número de aparelhos 
celulares, tablets e similares aumenta exponencialmente, e sua radiação poderia ser danosa à 
fertilidade masculina (40). As ondas eletromagnéticas poderiam afetar a motilidade 




morfológicos principalmente na região da cabeça, além de induzir células germinativas à 
apoptose (40). Das teorias que explicam a queda nos parâmetros de qualidade seminal, aquela 
que parecer fazer mais sentido, tanto no aspecto fisiopatológico quanto epidemiológico, é a da 
epidemia mundial de obesidade (41). O aumento da deposição de tecido adiposo pode 
diminuir os níveis de testosterona enquanto aumenta os níveis de estradiol. Esse desequilíbrio 
hormonal afeta diretamente a produção de espermatozoides (13, 42), fazendo com que 
homens portadores de sobrepeso ou obesidade apresentem maior prevalência de oligospermia 
e azoospermia (42). 
Os resultados do presente estudo devem ser analisados com cautela. A população 
estudada é constituída por parceiros masculinos de um casal investigado por infertilidade. 
Estima-se que cerca de 20% dos casos de infertilidade têm como causa única um fator 
masculino, e que em 30% a 40% dos casos de infertilidade há ao menos um fator masculino 
associado (7). Portanto a população estudada tem uma clara tendência à subfertilidade, o que 
pode ser motivo de crítica, pois não representa a população normal. Entretanto, vale ressaltar 
que são estes homens que necessitam de avaliação por meio do espermograma. Autores já 
relataram a dificuldade de obtenção de amostras de sêmen para estudos científicos (13), o que 
faz com que a maioria dos estudos publicados seja baseado em populações de homens 
inférteis ou de doadores de sêmen (17-19). Merece destaque também o fato de que estudos 
com doadores de sêmen também podem apresentar viés, já que os sujeitos apresentam 
parâmetros seminais acima da média da população normal (13). Parâmetros seminais como a 
concentração de espermatozoides e o volume de sêmen estão claramente associados ao 
número de dias de abstinência sexual. Não foi possível saber com exatidão o número de dias 
de abstinência antes da coleta de cada amostra, entretanto, todos os indivíduos foram 
orientados a manter-se sem atividade sexual por 3 a 5 dias antes da realização da coleta. Este 
viés é comum em estudos sobre qualidade seminal e os autores concordam que é pouco 
provável que essa limitação influencie mais um período de tempo do que o outro (17, 43). 
Infelizmente não foi possível o acesso às variáveis clínicas, ambientais e sociodemográficas 
dos indivíduos que colheram as amostras. Isto impossibilitou a elaboração de hipóteses para 
explicar a queda da qualidade seminal. Este estudo foi realizado com homens residentes em 
uma região específica do país, portanto os resultados não podem ser extrapolados para outras 
regiões do Brasil ou do mundo.  
Apesar das limitações, este foi o primeiro relato de declínio na qualidade seminal 




período de tempo e realizado no mesmo laboratório, com poucas alterações de técnicas e 
sempre pela mesma equipe de biólogos, o que reduz a variação interobservadores. Serão 







 Houve uma queda significativa na concentração de espermatozoides durante o 
período estudado. A média foi de 86,42 milhões/ml entre 1989-1995 e de 48,32 milhões/ml 
entre 2011-2016. A análise múltipla por modelo linear generalizado confirmou a associação 
independente e inversa entre o ano de coleta e a concentração de espermatozoides no sêmen. 
 Houve uma queda significativa na porcentagem de espermatozoides com 
motilidade progressiva no sêmen durante o período estudado. A média foi de 47,6% entre 
1989-1995 e de 35,9% entre 2011-2016. A análise múltipla por modelo linear generalizado 
confirmou a associação independente e inversa entre o ano de coleta e a porcentagem de 
espermatozoides com motilidade progressiva. 
 Houve uma queda significativa na porcentagem de espermatozoides com 
morfologia normal no sêmen durante o período estudado. A média foi de 37,1% entre 1989-
1995 e de 3,7% entre 2011-2016. A análise múltipla por modelo linear generalizado 
confirmou a associação independente e inversa entre o ano de coleta e a porcentagem de 
espermatozoides com morfologia normal. 
 Houve uma queda significativa na concentração de espermatozoides após o 
processamento seminal por método de swim-up durante o período estudado. A média foi de 
11,38 milhões/ml entre 1989-2000 e de 5,64 milhões/ml entre 2011-2016. A análise múltipla 
por modelo linear generalizado confirmou a associação independente e inversa entre o ano de 
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Anexo 2 - Carta de aprovação do projeto no CEP - Unicamp 
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